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摘 要: 该文建立了一种利用磷酰化修饰结合电喷雾质谱 ( ESI-Q-TOF )测定多肽氨基酸序列的有效方法。利
用 A therton- Todd反应, 以二丙基亚磷酰酯 ( DPP )为磷酰化试剂, 应用生物质谱技术, 对磷酰化修饰后的 5
种模型肽的磷酰化反应情况进行了系统研究, 考察了磷酰化肽的二级质谱特征, 并与未经磷酰化反应的肽的
二级质谱特征对比。结果表明, 经过磷酰化修饰后, 肽的二级质谱中的 a1离子信号强度明显增加, 可以准
确鉴定其 N端氨基酸; b系列离子信息完整, 信号强度增强, 使得多肽 C ID测序的谱图简单、清晰, 有利于
肽的氨基酸序列的测定 ; 赖氨酸 ( K, 128 10 u)和谷氨酰胺 ( Q, 128 13 u)两种氨基酸质荷比相近, 由于二者
磷酰化修饰后的差异性, 使其得到准确区分。经过 5种已知氨基酸序列的模型肽的磷酰化后结合质谱技术进
行氨基酸序列测定验证, 结果表明该方法简单、快速、准确 , 提高了利用质谱技术进行多肽测序的准确度和
灵敏度, 可为蛋白质组学研究提供有效的技术手段。
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Abstrac:t A sim ple and rap id m ethod for determ in ing peptide am ino-acid sequence using ESI-Q-
TOF-M S-based phospho ry lation strategy w as developed. F ive mode l pept ides w ere stud ied by ESI-Q-
TOF-M S after m odify ing w ith d ipropy l phosphonate( DPP) v ia the A therton Todd reaction in the pres-
ence o f te trachlorom ethane and triethy lam ine. The characteristics ofM S /M S spectra of phosphorylated
pept idew ere stud ied and com pared w ith those of non-phospho ry lated peptides. Resu lts show ed that
the signal intensity of a1 ion in theM S /M S spectra o f phosphory lated peptides increased sign ificantly
and could be used to identify accurate ly the N-term inal am ino ac id; the signa l intensities o f b series -i
ons a lso increased m aking the C ID m ass spectra o f pept ides sim ple, v ivid and favorab le for determ -i
n ing peptide am ino-acid sequence. Them ass/charge ratio o f lysine( K, 128 10 u) origina lly c losed to
that of g lutam ine(Q, 128 13 u) w as differentiated after phosphorylat ion. The feasibility of th ism eth-
od w as va lidated by severa l synthetic peptidesw ith known peptide sequence. Results show ed that the
proposed m ethod w as feasib le, and re liable, and could be conveniently used for the de novo pept ide
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; 而 Edm an降解测序灵敏度过低, 不适于高通量和微量测序分析, 且不能解决 N端封闭的测序
问题
[ 4- 7]
。生物质谱技术如电喷雾-飞行时间质谱 ( E lectraspray ionization tim e-o-f figh,t ES I- TOF)和基
质辅助激光解吸电离-飞行时间质谱 (M atrix-assisted laserd desorption / ion izat ion tim e-o-f figh,t MALDI-
TOF)技术的出现, 使蛋白质结构分析的方法发生了革命性的飞跃
[ 8]




[ 9 - 13]
。然而质谱技术在多
肽测序研究中存在一定的问题, 直接运用 M S /M S或多级质谱 (M S
n
)的碰撞诱导裂解 ( Co llision induced
dissoc iation, C ID)、源后裂解 ( Pos-t source decay, PSD )等碎裂技术, 得到的图谱难以区分质荷比相近
的赖氨酸 ( K, 128 10 u)和谷氨酰胺 (Q, 128 13 u)氨基酸残基, 且由于 a1、b1离子的缺失而无法确定
N端氨基。除了一系列不完整的 N端断裂离子 ( a、 b、 c离子 )和 C端断裂离子 ( x、 y、 z离子 )外, 还
含有内部断裂和侧链断裂离子, 使图谱复杂难以解析。这些缺陷限制了质谱在多肽结构解析上的应
用
[ 14- 15 ]
。近年来, 人们致力于蛋白质和多肽的 N端或 C端化学修饰的方法研究, 在一定程度上改善
了上述缺点




对肽和蛋白质进行磷酰化改造, 改善肽和蛋白质的裂解特征, 利用磷的增敏效应, 增强碎片峰的信号,
从而获得更多的结构信息。
图 1 二丙基亚磷酰酯的结构式
F ig 1 Structure of d ipropy l
phosphonate( DPP )
本文利用 A therton- Todd反应
[ 23 ]
, 以二丙基亚磷酰酯 ( DPP)为磷







M icro m ass Q-TOF Prem ier( TM )高分辨质谱仪及 M ass Lynx V4 1工作站 (美国W aters公司 ) , 旋涡
混合器 Vortex XW-80A(上海精科实业有限公司 ) , M ill-iQ纯水机 (美国 )。
乙腈 (色谱纯 )、甲酸 (质谱纯 )均购自美国 Fisher Sc ientific公司; 亮氨酸 -脑啡肽 ( LE, 美国 Sig-
m a- A ldrich公司 ) ; 无水乙醇 (天津市化学试剂一厂 )、三乙胺 (北京化工三厂 )、四氯化碳 (北京化工
厂 )均为分析纯; 多肽 LPNLSKP( P1)、LPNLSQP( P2)、EPVTKAEM L( P3)、 EPVTQAEM L( P4)、 FLSF-
HLSNL( P5)均由吉尔生化 (上海 )有限公司产品合成; 二丙基亚磷酰酯 ( DPP) : 本实验室合成, 纯度大
于 95%。
1 2 实验条件及方法
1 2 1 磷酰化肽的制备 分别取 1 mL CC l4和 1 mL DPP置于离心管中, 混匀, 制成磷酰化反应液 A,
备用。各取 1 g /L的多肽样品 100 L, 加入无水乙醇 100 L, 混合均匀, 加入过量的磷酰化反应液 A,
混匀, 加入适量三乙胺至溶液澄清, 涡旋混匀, 反应 5 m in, 甲醇稀释 100倍备用。
1 2 2 质谱条件 离子源: ESI源; 毛细管电压: 4 000 V; 锥孔电压: 2 5~ 4 5 V; 雾化气为氮气,
流速: 500 L /h; 碰撞气体为氩气, 流速: 50 L /h; 源温度: 120 ; 脱气温度: 300 ; 检测方式:
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正离子检测; 碰撞能 10~ 50 eV。
准确质量测定采用亮氨酸 -脑啡肽 ( LE, m /z 556 28)溶液为锁定质量溶液。LE质量浓度: 100 g /L;
流速: 0 05 mL /m in; 锥孔电压: 40 V; 采集频率: 10 s; 质量扫描范围 m /z 100~ 1 500。
1 2 3 数据采集与处理 数据采集应用 M asslynx 4 1软件。质谱图经 M asslynx 4 1的专用软件 M ax-
Ent3处理后, 应用 B iolynx软件直接推导出肽段序列。以上软件均为W aters公司产品。
2 结果与讨论
2 1 肽的磷酰化反应
依据 A therton- Todd反应原理
[ 23 ]
, 以 DPP为磷酰化试剂, 按照 1 2 1 实验条件进行磷酰化反
应。实验结果表明, 肽的修饰位点仅在 N末端氨基、赖氨酸和组氨酸的侧链氨基。磷酰化反应后, 肽
的质荷比相应增加, 增加质量数与肽中赖氨酸和组氨酸的数目有关。肽与 DPP的反应如图 2所示, 图
2A表示序列中不含赖氨酸和组氨酸的肽与 DPP反应情况, 图 2B、 C分别是含有组氨酸和赖氨酸的肽
侧链氨基的反应情况。
2 2 磷酰化肽的 ESIM S分析
为研究肽的磷酰化反应特征, 以
模型肽 P1~ P5为研究对象, 分别考察
了单一肽和混合肽的磷酰化反应情况。





F ig 2 Syn thetic route o f pho sphory lated peptides
A: the pep tide w ithou t -am ine, B: the pept ide con tain lys ine residue, C: the pept ide
con ta in h istidine res idu e; R 1 - Rn represent the s ide ch ain of am ino acid
肽, 进行磷酰化修饰反应, 反应结
果如表 1所示。由表 1可知, 多肽
P2、 P4在磷酰化前后的质荷比增量




基的多肽 P5在磷酰化前后的质荷比发生了显著变化, 其增量为 164 2 u, 说明这几个多肽含有 2个磷
酰化位点。实验结果表明, 磷酰化反应只发生在多肽的 N端氨基和 K /H的侧链氨基上。
表 1 多肽磷酰化前后质荷比变化
Table1 Change o fm ass /charge before or after phosphory la tion reac tion
Pep tid e sequence m /z Ph osphory lated-pept ide m /z M ass drift Phosphorylat ion numb er
LPNLSKP( P1) 768 17 * LPNLS* KP 1 096 27 328 10 2
LPNLSQP( P2) 768 17 * LPNLSQP 932 33 164 16 1
EPVTKAEML( P3 ) 1 017 24 * EPVT* KAEML 1 345 4 328 16 2
EPVTQAEML( P4 ) 1 017 24 * EPVTQAEML 1 181 24 164 00 1
FLSFHLSNL( P5 ) 1 077 25 * FLSF* HLSNL 1 405 61 328 36 2
* represents th em odif icat ion s ite
2 2 2 混合肽的磷酰化反应 分别考察了混合肽磷酰化前后的一级质谱特征, 并进行对比, 如图 3所
示。图 3A中由于 P1与 P2(m /z 768 17)、P3与 P4(m /z 1 017 24)的质荷比相同, 彼此难以区分。而磷酰
化修饰后 (图 3B ), 磷酰化 P1的质量数增加了 328 10 u (m /z 1 096 27) , 磷酰化 P2的质量数增加了
164 16 u, 磷酰化修饰后产生不同的质量数增加, 使得含有 2个磷酰化位点的 P1很容易与含有 1个磷酰
化位点的 P2区分; 同理, P3、P4在磷酰化修饰后也很容易依据质量数差异而得到区分。多肽 P5含有 1
个组氨酸残基, 磷酰化后有 2个 164 u的质荷比增量, 说明含有 2个磷酰化位点。实验结果表明, 含有赖
氨酸和组氨酸残基的混合肽可分别进行磷酰化反应, 且二者没有相互干扰或相互抑制的现象。
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图 3 多肽混合物磷酰化修饰前后的一级质谱图
F ig 3 M ass spec tra o f peptides and phosphorylated-peptides m ix ture
A: unm od ified p ept idesm ix ture; B: phosphorylated-pep tidesm ixture
图 4 多肽 LPNLSQP ( P2)磷酰化前 ( A )后 ( B)的二级质谱图
F ig 4 M S /M S spectra of unmodified( A ) and mod ified( B) peptide-P2
2 3 磷酰化肽的 ESIM S /M S分析
为进一步研究磷酰化肽的二级质谱特
征, 将肽 P2和磷酰化 P2分别进行 ESI
M S /M S分析, 并进行对比, 结果如图 4
所示。未经磷酰化的多肽得到的二级质谱
图 (图 4A )相对比较复杂, 除一系列不完
整的 N端断裂离子 (m /z 228 07、297 10、
540 11等 )和 C端断裂离子 (m /z 541 33
等 )外, 还含有内部断裂 (m /z 394 09、
507 13等 )和侧链断裂离子 (m /z 635 14、
751 15等 ); 同时由于 a1, b1离子的缺
失, 无法判断 N端氨基酸是 P或 L, 所
以, 直接对多肽进行质谱分析, 难以获得
图 5 磷酰化多肽的测序分析
F ig 5 Ana lys is for phosphorylated- peptide sequenc ing
A: * LPNLS* KP, B: * LPNISQP, C: * EPVT* KAEML,
D: * EPVTQAEML, E: * FLSF* H LSNL;
* asterisk rep resen ts th e reaction site
准确的质谱测序结果。而多肽被磷酰化试
剂修饰后, 由于磷酰基的引入, a1 (m /z
250 13)和 b1(m /z 278 15)离子信号显著
增强 (图 4B ) , 据此可准确地识别 N端氨















常相近, 磷酰化前 b6与 b5差 128 01, 无
法区分 K和 Q氨基酸残基。然而, 由于 K
的侧链氨基能发生磷酰化反应, 使 b6和
b5之间的质量差增加至 292 04(图 5A) , 而 Q不能反应, b6和 b5质量差仍为 128 03(图 5B ), 由此可
以区分 K与 Q。同理, 图 5C中 b4与 b5之间的质量差为 292 04, 相对应的氨基酸残基为 K, 图 5D中
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b4与 b5之间的质量差为 128 03, 相对应的氨基酸残基为 Q, 由此两种多肽中的 K和 Q得以区分。依
据二级质谱中清晰的 b系列离子碎片特征, 实现了上述 4种多肽氨基酸序列的准确鉴别。对于含有组
氨酸的多肽 P5, 也获得了准确的氨基酸序列测试结果 (图 5E )。从图 5A~ E可以看出, 由于连续的、
完整的、清晰的 b系列离子, 实验得以准确测定 5种不同多肽的氨基酸序列; 同时 5种多肽的 a1离子
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